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Verfahren aur Selektion au£ Wlrtaaellen ait 
eldadniexten DBQi-Segaenzen 

Die vorliegende Erf indung betrif ft ein Verfahren zur Selektion 
auf Wirtszellen, in denen eine geateuerte Bliminierung einer 
gewQnschten DNA-Sequenz erfolgt, und zur Abtetung von Wirts- 
^ellen, in denen dies nicht erfolgt, m>er die depression eines 
toxischen Proteins oder Peptids, wobei das Verfahren dadurch 
gekeimzeichnet ist, daE in Schritt (i) die Wirtszellen mit (a) 
der spater zn eliminierenden, 5- und 3 ■ von Rekoittbinations- 
DNA^Sequenzen flankierten im-Sequenz, wobei zwischen den 
Rekombinations-DNA-Sequenzen auch eine unter der Kontrolle 
eines indnzierbaren Promotors stehende, ftir das' toxische Pro- 
tein Oder Peptid kodierende DNA vorliegt, unter Bedingungen 
transfonuiert werden, unter denen der induzierbare Prorootor 
reprxmiert wird, und die Wirtszellen Mt (b) einer diese He- 
konODinations-DNA-Sequenzen erkennenden Rekombinase kodieren- 
den, unter der Kontrolle eines induzierbaren Promotors stehen- 
den DNA-Sequenz unter Bedingungen transformiert werden, unter 
denen der induzierbare Promoter reprimiert wird, wobei die 
induzierbaren Promotoren von (a) und (b) nicht gleich sind 
Oder gleiche Induktoren haben; in Sdnritt (ii) die Eliminie- 
rung der gewttnschten DNA-Sequenz flber die Expression der Re- 
kombinase durch Aktivierung des induzierbaren Promotors von 
(b) erfolgt, und in Schritt (Hi) die Abtetung der Wirts- 
zellen, in denen Schritt (II) nicht oder nicht vollstfindig 
erfolgt ist, tiber die Expression des toxischen Proteins oder 
Peptids durch Aktivierung des induzierbaren Promotors von (a) 
erfolgt. In bevorzugter Ausftihrungsform liegt die Rekombinase 
als ein Llgandenbindungsdpmane-Rekombinase-Fusionsprotein 
(Rec-LBD) vor. Ferner ist es bevorzugt, wenn die gewtinschte 
DNA-Sequenz filr ein Markergen kodiert oder als Transkriptions- 
bzw. Translationsstopp-Sequenz wirkt. Die vorliegende Erf in- 
dung betrifft auch die vorstehenden Sequenzen (a) und (b) 
enthaltende Vektoren und Wirtszellen, wobei es sich vorzugs- 
weise um transgene Pflanzenzellen bzw. transgene Pflanzen 
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bandelt. 

^.B. eines M«lcers«« Oder elner Transkriptlons- bz„. ^ansl 

e«es d^ch Ble proft^ierte. Proteins. Mehrer. VerfahrT si^ 

5 una 3 -, «l«>kierende Rekomblnations-ma-seriatten Blttels 
e^^ese erkennenden Ke^i. ^^^^^ ^^^^ 

Rek<*an.Be induzierbar ist. oute ErgebnisBe liefert ein Ver- 
fahren des tonelders, bei dem die Rekombinaee in *or» einee 

Mgandenbindungsdo>nane-Reko*inaae-Fusion3protei„a vorliegt, 
d.h. nicht nur unter der KontroUe eines Induzierbaren Pro- 

TZa'^T' ™" "santo u«J 

^^^^ , abhtagt (deutsohe Patentan- 

meldung 100 24 740.7) . ^I'-oii 

Oberraschender Weise hat sich nun gezeigt, daE vorstehende 
.Verfahren an ihrer Effi.ienz noch gesteigert werden lc6nnen, 
wexm exn Selektionsschritt eingeftihrt wird. Durch diesen ver- 
Sl^^ ''^^''"'^ Wirts.ellen, in den^n die gesteuerte 

Eli^nierung der gewQnschten DNA-Seguenz erfolgt ist. wahrend 
alle anderen Wirtszellen, in denen dies nicht oder nicht voll- 
standig erfolgt ist, abgetStet werden. Der Anmelder hat die 
Selektaon in verschiedener Weise erreicht. Beispielsweise hat 
er eine unter der K<^trolle eines induzierbaren Promoters 
stehende, fOr ein toxisches Protein oder Peptid kodierende DNA 
neben die gevrfinschte DNA-Sequenz. innerhalb der 5'- und 3- 
Rekombinations-DNA-Sequenzen gesetzt, wodurch das toxische 
Protein oder Peptid nach Induktion des Promoters exprimiert 
werden kann, sofem vorher keine oder eine nicht vollstSndige 
Elxminxerung Ober die 5'- und 3 ' -Reko»binations-DNA-Sequen2en 
stattgefunden hat. Daiuit werden jene Wirtszellen abgetOtet, in 
denen dxe gesteuerte Eliminierung der gewfinschten DNA-Sequenz 
nxcht erfolgt ist. Es wird auf die nachstehenden Beispiele 
•verwiesen^ 
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Somit betrifft die vorllegende Erfindung ein Verfahren zur 
Selektion auf Wirtszellen. in denen eine gesteuerte Elindnie- 
rung einer gewttnschten DNA-Sequenz erfolgt, und zur AbtSttmg 
von Wirtszellen, in denen dies nicht erfolgt, tiber die Ex- 
pression eines toxischen Proteins oder Peptids, wobei das 
Verfahren dadtirch gekennzeichnet ist, daS 
in Schritt (I) 

(a) die Wirtszellen mit der apfiter zn eliminierenden, 5- und 
3' von Rekombinations-DNA-Sequenzen flankierten DNA-Se- 
quenz, wobei zwischen den Rekontoinations-DNA-Sequenzeii 
auch eine mter der Kontrolle eines induzierbaren Pro- 
motors stehende, fOr das toxische Protein oder Peptid 
kodierende DNA vorliegt, unter Bedingungen transformiert 
werden, unter denen der induzierbare Promotor repriiniert 
wird, und 

(b) die Wirtszellen mit einer diese Rekombinations-DNA-Se- 
quenzen erkennenden Rekonibihase kodierenden, unter der 
Kontrolle eines induzierbaren Promotors st^enden DHA^ 
Sequenz unter Bedingungen transformiert werden, unter 
denen der induzierbare Promotor repriiniert wird, wobei 
die induzierbaren Promotoren von (a) und (b) nicht gleich 
sind Oder gleiche Induktoren haben. 

in Schritt (ii) 

die Eliminierung der gewOnschten DNA-Sequenz tlber die Expres- 
sion der Rekombinase durch Aktivierung des induzierbaren Pro- 
motors von (b) erfolgt, und 
in Schritt (ill) 

die AbtStung der Wirtszellen, in denen Schritt (II) nicht oder 
nicht vollstandig erfolgt ist, tiber die E:q>ression des toxi- 
schen Proteins oder Peptids durch Aktivierung des- induzier- 
baren Promotors von (a) erfolgt. 

Verfahren zur Konstruktion der zur Durchftihrung des erfin- 
dungsgemaSen Verfahrens benOtigten Konstrukte sind dem Pach- 
mann bekannt und auch in gSngigen Standardwerken beschrieben 
(vgl. z.B. Sanibrook et al., 1989, Molecular Cloning, A Labora- 
tory Manual, 2. Aufl. Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
Cold Spring Harbor, NY). Die (a) zu eliminierende, 5' und 3 ' 
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von Rekombinationa-ENA-Sequenaen flankierte DNA-Sequoiz, wobei 
zwischen den Rekoanbinatione-EMA-Sequenzen auch eine unter der 
Kontrolle eines induzierbaren Promotors stehende, fttr ein 
toxisches Protein oder Peptid kodierende DHA vorliegt, und (b) 
die die Rekombinations-DNA-Sequenzen erkennende, Rekombinase 
kodierende, unter der Kontrolle eines induzierbaren Promotors 
stehende DHA-Sequenz liegen be.ide vorzugsweise auf einem Vek- 
tor inseriert vor. wobei es sich bei dem Vefctor vorzugsweise 
um ein Plasmid, ein Cosmid, ein Virus, einen Bacteriophagen 
Oder einen anderen in der Gentechnik tiblichen Vektor handelt. 
Diese Vektoren kSnnen weitere Funktionseinheiten besitzen, die 
eine Stabilisierung der Vektoren in den Wirtszellen bewirken, 
wie einen bakteriellen Replikationsursprung oder die 2-Mikron- 
DNA zur Stabilisation in Saccharomyces cerevisiae. Femer 
k«nnen "left border"- und "right border "-jSequenz en agrobakte- 
rieller T-DNA enthalten sein, wodurch eine stabile Integra- 
tion in das Brbgut von Pflanzen emSglicht wird. Femer kann 
eine Terminationsseq»enz vorhanden sein, die der korrekten 
Beendigung der Transkription und der Addition einer Poly-A- 
Sequenz an das Transkript dient. Derartige Blenente sind in 
der Literatur beschrieben (vgl. Gielen et al., EMBO J, 8 
(1989), 23-29) und sind beliebig austauschbar . 

Die beiden vorstehend beschriebenen DNA-Sequenzen (a) und (b) 
kSnnen auch auf unterschiedlichen Vektoren inseriert sein und 
die wirtszellen, vorzugsweise die transgenen Pf lanzenzellen 
bzw. die transgene Pflanze, kSnnen gleichzeitig mit beiden 
Vektoren oder zuerst mit dem einen und zu einem spateren Zeit- 
punkt mit dem anderen Vektor transformiert werden. Beispiels- 
weise kann auch die MJA-Sequenz (a) oder (b) bereits in das 
Genom der Wirtszellen integriert sein und erst dann die Trans- 
formation mit einem die entsprechend andere DNA-Sequenz ent- 
haltenen Vektor erfolgen. Besonders wird erwShnt, dass das 
Rekombinase-Gen auf einem Virus, z.B. TMV, liegen kann Tind 
erst nach Infektion der Wirtszellen aktiviert wird. Die DNA- 
Sequenz (b) kann auch Bestandteil der DNA-Sequenz (a) sein, 
d,h. zwischen die Rekombinations-DNA-Sequenzen inseriert sein, 
so. dass nach Aktivierung das fiir die Rekoitibinase kodierende 
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Zur Vorbereitung der Einftlhrung elner DNA in Wirtszellen, z.B. 
in Pflanzenzellen bzw. Pflanzen, stehen eine grofie Anzahl von 
Klonierungsvektoren zur Verftigung, die ein Replilcations signal 
fax B.coli und ein Markergen zur Selektion tfansforaderter 
Bakterienzellen enthaltai. Beispiele fttr derartige Vektoren 
sind PBR322, pUC-Serien, M13xtip-Serien. pACYC184, etc. Die DNA 
kann an einer passenden Restriktionsschnittstelle in den Vek- 
tor eingefOhrt werden. Das erhaltene Plasmid wird fiir die 
Transformation von E.coli-ZeUen verwendet. Transformierte 
E.coli-Zeilen werden in einem geeigneten Medium gezilchtet, 
anschliefiend geemtet und lysiert, wodurch das Plasmid erhal- 
ten wird. Als Analysemethode zur COiarakterisierung der gewon- 
nenen Plasmid-DNA werden im allgemeinen Restriktionsanalysen, 
Gelelektrophoresen und weitere biochemisch-molekularbiologi- 
^che Ifethoden eingeaetzt. Nach jeder Manipulation kann die 
Plasmid-DNA gespalt^ und gewomiene DNA-Fragmoite kfinnen mit 
anderen DNA-Sequenzen verknflpft werden. Jede Plasmid-DNA-Se- 
cpienz kann in den gleichen oder anderen Plasmiden kloniert 
werden . 



Fiir die Einftihrung von DNA in Wirtszellen, z.B. in Pflanzen- 
zellen, stehen eine Vielzahl von Techniken zur Verfttgung. 
Diese Techniken uinfassen die Transformation von Pflanzenzellen 
mit T-MJA unter Verwendung von Agrobacterium tumefaciens oder 
Agrobacterium rhizogenes als Trans formationsmittel, die Fusion 
von Protoplasten, die Injektion, die Elektroporation von DNA, 
die Einbringung von DNA mittels der biolistischen Methode 
sowie weitere Maglichkeiten. 

Bei der Injektion und Elektroporation von DNA in Pflanzen- 
zellen werden an sich keine speziellen Anforderungen an die 
verwendeten Plasmide gestellt. Es kfinnen einfache Plasmide, 
z.B. pUC-Derivate, verwendet werden. Sollen aber aus derartig 
trans formler ten Zellen ganze Pflanzen regeneriert werden, 
sollte ein selektierbarer Marker vorhanden sein. Je nach Ein- 
fmirungsmethode gewOnschter Gene in die Pflanzenzelle konnen 
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weitere DNA-SeqjiiBnzeii erforderlich sein. Werden z.b. ftir die 
Transformation der Pf lanzenzelle das Ti- oder Ri^Plasmid ver- 
wendet, so iiru£ mindestens die rechte Begrenzung, htufig jedoch 
die rechte und linke Begrenzung der Ti- land Ri-Plasmid T-DNA 
als Flankenbereich mit den einzufOhrenden Genen verbunden 
werden. 

Werden ftir die Transformation Agrobakterien verwendet. ist es 
gflnstig, die einzuftlhrende DMA in spezielle Plasmide zu klo- 
nieren, insbesondere in einen intermediSren oder in einen 
binaren Vektor. Die intermediSren Vektoren kSnnen aufgrund yon 
Sequenzen, die homolog zu Sequenzen in der T-DNA sind, durch 
homoXoge Rekombination in das Ti- oder Ri-Plasmid der Agrobak- 
terien integriert werden. Dieses enthSlt aufierdem die ftir den 
Transfer der T-DNA notwendige vir-Region. IntermediSre Vekto- 
ren k5nnen nicht in Agrobakterien replizieren. Mittels eines 
Helferplasmids kann der intermeditoe Vektor auf Agrobacterium 
tumefaciens tlbtotragen werden. Bln&re Vdctoren kfinn^ sowohl 
in E.coli als auch in Agrobakterien replizieren. Sie enthalten 
ein Selektionsmarker-Gen und einen Linker oder Polylinker, 
welche von der rechten vind linken T-DNA Grenzregion eingerahmt 
werden. Sie kannen direkt in die Agrobakterien transformiert 
werden. Das als Wirtszelle dienende Agrobakterium soil ein 
Plasmid, das eine vir-Region trfigt, enthalten. Die vir-Region 
ist ftir den Transfer der T-DNA in die Pflanzenzelle notwendig. 
Zusatzliche T-DNA kann vorhanden sein. Das derartig trans- 
formierte Agrobakterium wird zur Transformation von Pf lanzen- 
zellen verwendet. 

par den Transfer der DNA in die Pflanzenzelle kSnnen Pf lanzen- 
Explantate zweckmafiigerweise mit Agrobacterium turaefaciens 
Oder Agrobacterium rhizogenes kokultiviert werden. Aus dem 
infizierten Pflanzenmaterial, z.B. Blattstticke, Stengelsegmen- 
te, Wurzeln, Protoplasten oder Suspensions-kultivierte Pflan- 
zenzellen, konnen dann in einem geeigneten Medium, welches 
Antibiotika oder Biozide zur Selektion trans formierter Zellen 
enthalten kann, wieder ganze Pflanzen regeneriert werden. Die 
so erhaltenen Pflanzen kdnnen dann auf Anwesenheit der einge- 
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ttlirtea una imtersucht werden. Andere Mdglichkeiten der Eln- 
fflhrung fremder DMA unter Verwendung des biolistischen Verfah- 
rens oder durch Protoplasten-Fusion sind bekannt. 

Alternative Systeme zur Transformation von monokotylen Pflan- 
zen sind die Transformation mittels des biolistischen Ansat- 
zes, die elektrisch Oder chemisch induzierte im-Aufnahme in 
ProtQplasten, die Elektrpporation von partiell permeabilisier- 
ten Zellen, die Hakroiajektion von DMA in Bltltenstande, die 
Mikroinj^tion von DNA in Mikrosporen und Pro-Embryonen! die 
DNA-Aufnahme dnrch keimende Pollen und die DNA-Aufnahme in 
Embryonen dujrch Quellung (zur Obersicht: Potrykus, Physiol. 
Plant (1990) , 269 - 273) . Tjahrend die Transformation dikotyler 
Pflanssen iiber Ti-Plasmid-Vektorsysteme mit Hilf e von Agrobac- 
terium^ tumefaciens etabliert ist, weisen neuere Arbeiten dar- 
auf bin, dass auch monokotyle Pflanzen der Transformation 
mittels Agrobacterium basierender Vektoren zugSnglich sind. 

Bei den in dem erfindungsgemfifien Verfahren verwendbaren Pflan- 
zen kann es sich prinzipiell um Pflanzen jeder beliebigen 
Pflanzenspezies handeln, d.h. sowohl monokotyle als auch diko- 
tyle Pflanzen. Bevorzugt handelt es sich um Gramineen, Cheno- 
podien, Leguminosen, Brassicaceen, Solanaceen, Algen, Hoose 
tind Pilze, insbesondere Weizen, Gerste, Reis, Mais, Zuckerrtl- 
be, Zuckerrohr, Raps, Senf, Rtibsen, Flachs, Erbse, Bohne, 
Lupine, Tabak und Kartoffel. Die ftlr die Eliminierung der 
entsprechenden DNA-Sequenz gewOnschten Pf lanzenteile betref f en 
prinzipiell jedes beliebige Pflanzenteil, z.B. Pflanzenzellen, 
jedenfalls Vermehrungsmaterial und Emteprodukte dieser Pflan- 
zen, z.B. Frttchte, Samen, Knollen, WurzelstOcke, SSiolinge, 
Stecklinge, etc. 

In dem erf indungsgemafien Verfahren wird die Rekoinbinase iiber 
die Aktivierung des Promotors von (b) exprimiert, wodurch eine 
ortsspezif ische Rekombination zwischen den 5 ' und 3 ' Rekombi- 
nations-DNA-Sequenzen und damit eine Exzision der zu eliminie- 
renden DNA-Sequenz erfolgt. Vorzugsweise liegt die zu elimi- 
nierende DNA-Sequenz zwischen einem Promoter und einem Gen und 
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verbindert die Transkription vmd/oder Translation dieses Gens 
Erst durch die Exzision der zu ellMnierenden DNA-Sequenz wird 
<aa8 gewQnschte Gen direkt stroiaabwarts zwn Promotor lokali- 
siert, was die Transkription und Translation tmd somit die 
Fremd-Prdtein-Biosynthese initiiert. 

Pemer kann das erf indungsgemSge Verfahren auch dazu verwendet 
werden, ursprtoglich znr Selektion von Transformanten verwen- 
dete Markergene. die zii einem spSteren Zeitpunkt in der trans- 
genen Pflanze ni<At inehr erwOnscht sind, za ellal»leren. Scaait 
1st xn einer weiteren bevorzugten Ausfflhrungsform des erfin- 
dungsgemafien Verfahrens die zu eliminierende DNA-Sequenz ein 
selektierbares Markergen. In einer noch mehr bevorzugten Aus- 
ftihrungsform des erfindungsgemSEen Verfahrens kodiert das 
selektierbare Markergen fUr ein ein Antibiotikum' inaktivieren- 
des Protein, z.B. Neoinycinphosphotransf erase II, oder es han- 
delt sich urn ein fOr das 'Green Fluorescent Protein- kodieren- 
des Gen. 

Desweiteren kann das erfindungsgemaSe Verfahren aueh dazu 
verwendet werden, dafi nach Eliminierung der gewOnschten DNA- 
Seguenz, z.B. des selektierbaren Markergens, eine zweite ge- 
wflnschte DNA-Sequenz gezielt in das Genom der Wirtzellen inte- 
griert wird, d.h. anstelle der eliminiertea DNA-Sequenz zwi- 
schen die 5- und 3' Rekombinations-DNA-Sequenzen eingeflihrt 
wird. Hierzu kSnnen die Wirtszellen mit einem die zweite ge- 
wQnschte DHA-Sequenz enthaltenden Vektor transformiert werden, 
so dafi letztere DNA-Sequenz spezifisch in das Genom der Wirts- 
zellen einrekombinieren kann. Hinsichtlich der hierfOr ge- 
eigneten Vektoren, DMA-Sequenzen und Bedingungen wird auf 
vorstehende A\isftlhrungen verwiesen. 

Piir das erfindungsgemaSe Verfahren geeignete induzierbare 
Promotoren und die hierfUr in Prage koitmenden Induktoren (bzw. 
Inhibitoren) (gasffiriuige, fltissige oder feste, fltlchtige Ver- 
bindungen) sind dem Fachmann bekannt. Geeignete gasfarmige 
Induktoren sowie Bedingungen zum m5glichst effizienten Aus- 
tausch der Gasphase sind dem Fachmann ebenfalls bekannt. Es 
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wird auf das Anaerocult-System (Merck. Darinstadt, Deutschland) 
verwlesea, das ein anaerobes Milieu, in dem Sauerstoff gebun- 
den und CO, freigesetzt werden, erzeugt. in diesem System wird 
der GapC4 Promoter aus Mais anaerob durch die co^-Atmosphare 
Induzxert (Btilow, L. et al.. Mblecular Plant-Microbe inter- 
actions (1999). 182-188). Ebenso wird der gleiche Effekt durch 
Einleitung von technischem Stickstoff erreicht. Bin weiteres 
Beispiel ist die Indufction von -Pathogenesis related protein-- 
Promotoren. wie L-Phenylalanin-. Ammonium Lyase-. Chalcon 
synthase- oder -Hydroxyproline rich glycoprotein- -Promotoren 
durch Ethylen (Ecker. J.R. und Davis. R.W., Proc. Natl. Acad 
Sci. USA 84 (1987), 5202-5206). 

ZU den indu25ierbaren. ftir das erfindungsgemafie Verfahren ge- 
eigneten Promotoren zShlen auch Promotoren, die durch Ver- 
nebelung eines Induktors induzierbar sind. Ftir eine Vemebe- 
lung geeignete IGalic^Q Induktoren sowie Bedingungen zur mSg- 
lichst effizlenten Vemebelung sind dem Fachmann ebenfalls 
bekannt. Es wird auf ein chimfires Transkriptions-Induktions- 
system verwiesen, das durch den Ifislichen Induktor Dexametha- 
son induziert wird (Plant J. 11 (1997) 605-612; Kunkel et al 
Nature Biotechnol. 17(1999). 916-918). Der Incwl -Promoter von 
Mais wird durch die Zugabe von Sucrose oder D-Glucose akti- 
viert (caien, w.H. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. uSA 96 
(1999), 10512-10517). Viele "Pathogenesis related protein"- 
Promotoren werden durch SalicylsSure aktiviert (GafJney et 
al.. science 261 (1993), 754-756. Ein fltlchtiger Induktor ist 
Methylsalicylat, das in der aufhehmenden Pflanze zu Salicylat 
umgewandelt wird, was induzierend wirkt (Shulaev, V et al 
Nature 385 (1997). 718-721). Die Vemebelung von Lttsungen! 
2.B. von Promotor-induzierenden (Bio-) caiemikalien, bietet den 
Vorteil der technisch einfachen und gleichmaSigen Verteilung 
der induzierenden Substanz urn das zu induzierende Gewebe herum 
und in das Gewebe hinein. Vorzugsweise wird durch aktive Ura- 
waizung der Gasphase eine schnelle Einstellung der gleich- 
masigen Verteilung gefQrdert. Zudem wird dadurch ein einfacher 
und effizienter Ausgleich von entstehenden Konzentrations- 
unterschieden erreicht. so dass kontrollierte Prozefibedingun- 
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gea gewfihrleiBtet warden kOxmen. POr die Vemebelting kann z.b. 
auch die Agrochemikalie RH5992 (Tebufenozide, Rohm & Haas, 
Croyden, UK) verwendet werden. wobei RH5992 Cber ein chimftres 
Transkrlptionsaktivatoxprotein als Induktor fOr den zu indu- 
zierenden Promoter fungiert (Gatz und Lenk, Trends in Plant 
Science 1 (1998) . 352-358) . Der Promotor wird spezif isch durch 
RH5992 angeschaltet und ist ohne Vorhandensein dieser Verbin- 
dung inaktiv. Der Induktor-Nebel wird dabei z.B. durch eine 
kontinuierliche Luftverteilung gleichmSEig an das zu induzie- 
rende Gewebe herangespttlt . Durch Diffusion von der Qewebeober- 
fiache in die Zellen hinein wird. die wirksame Induktion des 
Promoters erreicht. 

POr ein Oberstrfimen geeignete f Iflchtige Induktoren und durch 
diese induzierbare Promotoren sind dem Fachmann ebenfalls 
bekannt. Insbesondere ist Methylsalicylat zu nennen, das in 
der aufnehmenden Pflanze zu Salicylat umgevrandelt wird, wel- 
ches, wie vorstehend beschrieben, induzier«id wirkt (Shulaev. 
V. et al., supra). Bin wei teres Beispiel ftir einen fltlchtigen 
Induktor ist Ethanol, welches den alcA Promotor aus Aspergil- 
lus nidulans in transgenem Tabak induziert (Caddick, M.X. et 
al.. Nature Biotechnology 16 (1998), 177-180) . Pttr ein aktives 
f)berstr5men wird so vorgegangen, dass der fltissige oder feste 
(fiachtige) Induktor mit einem geeigneten gasfSmigen TrSger- 
medium zur Oberftlhrung in die flttchtige, gasfarmige Phase 
OberstrSmt wird und vorzugsweise wird eine aktive UmwSlzung 
der Gasphase durchgeftlhrt, urn die gleichniafiige Verteilung des 
Induktors zu errelchen. 

Geeignete physikalisch, z.B. durch thexmische VerSnderungen 
wie Hitze- Oder mteschock, induzierbare Promotoren sind dem 
Pachmann ebenfalls bekannt. Zu hitzeinduzierbaren Promotoren 
zahlen z.B. HSP81-1 Promotor aus Arabidopsis thaliana (Yabe et 
al. Plant Cell Physiol. 35 (1994), 1207-1219) Ha hsp 18.6 G2 
Promotor aus Sonnenblume (Coca et.al. Plant Mol.Biol. 31 
(1996) 863-876) ,HSP18. 2 Promotor aus Arabidapsis thaliana in 
transgenem Tabak (Yoshida et al. Appl. Microbiol. Biotechnol. 
44 (1995), 466-472), wahrend zu kSlteinduzierbaren Promotoren 
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2.B. der C17 Promotor aus Kartoffel (Kirsch et al. Plant, ifol 
Biol. 33 (1997), 897-909) zfihlt. 

Somit handelt es sich bei dem f€ir das erf indungsgemaSe Verf ah- 
ren geeigaeten induzierbaren Prcanotor vorzugsweise um einen 
durch anaerobe Bedingungen, durch eine Qiemikalie oder einen 
physikalisch induzierbaren Promotor, wie den GapC4-Promotor 
Oder den Adhl-Promotor, und die Induktion erfolgt tkber eine 
VerSnderung der Gasphase derart, dass es sich um einen Sauer- 
stoffentzug handelt r siehe dazu auch die vorstehenden Aus- 
ftihrungen. Besonders bevorzugt. in dem erf indungsgemaSen Ver- 
fahren ist der anaerob induzierbare GapC4 Promotor (DE 195 47 
272) , z.B. in Verbindung mit abgeemtetem transgenera Pflanzen- 
gewebe, z.B. transgenen Kartoffelknollen. Die meisten pflanz- 
lichen Promotoren werden unter anaeroben Bedingungen abge- 
schaltet, wahrend der GapC4 Promotor unter aerobeii Bedingungen 
abgeschaltet ist und durcdi einfachen Sauerstoffentzug ange- 
schaltet wird (Bttlow et al., supra). Dies wird z.b'. durch die 
Einleitung von Stickstof f oder Kohlendioxid in den Reaktions- 
oder Lagerraum erreicht. Innerhalb weniger Stunden wird somit 
auch in einer intakten Kartof f elknolle ein vollstSndig anaero- 
bes Milieu erreicht, wodurch die Promotorinduktion vuxd Premd- 
proteinexpression erfolgt. 

In einer bevorzugten Aus ftihrungs form des erfindvingsgemafien 
Verfahrens ist die fOr die Rekombinase kodierende, unter der 
Kontrolle eines induzierbaren Promoters stehende DNA-Sequenz 
(b) nicht stabil in das Genom der Wirtszellen integriert, 
sondem wird erst zum gewOnschten Zeitpunkt durch ein sich 
systemisch verbreitendes Virus eingeschleust, z.B. im Fall von 
Pflanzen, ilber TMV oder OlMV-basierende Vektoren. 

Perner kann die ftir die Rekombinase kodierende, unter der 
Kontrolle eines induzierbaren Promotors stehende DNA-Sequenz 
(b) auch stabil in das Genom der Wirtzellen integriert sein. 
Gtinstig ist es, wenn die DNA-Sequenz am 5"-Ende eine fllr ein 
Transitpeptid (verantwortlich fUr Plastiden- bzw. Mitochon- 
drientransport) kodierende DNA aufweist, wodurch nach Induk- 
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tion die eaqpriaderte Rekombinase in die Plastiden bzw. Mito- 
chondrieti transportiert wird. Beispiele fOr Transitpeptide 
kodierende DNAs sind die DNA ftir das Transitpeptid der kleinen 
Untereinheit der Ribulose-Biphosphat-Carbo3cylase (fttr plasti- 
dSre Lokalisation) (Anderson and Smith, Biochemical Journal 
(1986), 709-715), die DNA fttr die Fib TMtereinheit der 
ATP-Synthase von Niqotiana plninbaginifolia fusioniert mit Mais 
T-urf 13 Protein (Chanmont et al., Proc .Natl. Acad. Sci. USA 92 
(1995), -1167-1171) und die DMA for die mitochondriale Trypto- 
phanyl-tKNA-^ynthetase aus He£e fusioniert ndt OTS (Schmitz 
and Londsdale, Plant Cell 1 (1989), 783-791). Die spfiter zu 
eliminierende DNA-Sequenz wird zusammen mit 5 ' und 3 ' Rekombi- 
nations-DNA-Sequenzen durch direkte Plastiden- oder Mitochon- 
drien-Transfonnation in das Plastiden bzw. Mitochondrien-Genom 
eingeftairt (z.B. Svab et al., Proc. Natl. Acad i Sci. USA 87 
(1990), 8526-8530; Carrer et al., Mol. Gen. Genet. 241 (1993), 
49-56; Sidorov et al.. Plant J. 19 (1999), 209-216). Mittels 
der aekombinase erfolgt dann in dea tfansformierten Plastiden 
bzw. Mitochondrien eine Rekonbination vaad die zwischen den 
Rekoinbinations-IMIA-Sequenzen befindliche DNA-Sequenz wird 
eliminiert. 



Fttr das erfindungsgemSfie Verfahren ist prinzipiell jede Re- 
kombinase, z.B. Cre, FLP, Kw, etc. geeignet. Auch kann der 
Fachmann gemafi Standardverf ahren das fttr die Rekombinase ko- 
dierende Gen derart modifizieren, dass dieses fttr eine Re- 
kombinase in Form eines Fusionsproteins mit einem Liganden- 
bindenden Protein oder einem Teil davon kodiert, sodass die 
Rekombinase erst nach Bindung des Liganden enzymatisch aktiv 
ist, d.h. durch die Fusion mit der LigandenbindungsdamSne 
(LED) in Abwesenheit des Liganden die Rekombinase inaktiv ist. 
Der hier verwendete Begriff "Ligandenbindungsdomane" oder 
^^LBD" urafaSt jegliches Protein oder Proteinfragment, welches 
in der Lage ist, nach Fusion an die Rekombinase die Rekombina- 
seaktivitat in Abwesenheit des Liganden zu inhibieren und nach 
Zugabe des Liganden zu restaurieren. Beispielsweise wird auf 
das in der deutschen Patentarraieldung 100 24 740.7 beschriebene 
Rekombinase-LBD-System verwiesen, bei dem der die Rekombinase 
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«ber die LED aktivierende Ugand Ostradiol ist. Die von der 
vorliegeaden Brfindung uiafaBten Rekombinase-Systeme umfassen 
rucht nur die bereits vorstehend bzw. in der Literatur be- 
schriebeaen Systeme bzw. dorch Fusion mit einer lbd modifi- 
zierten Systeme, sondem auch Systeme, die sich von den nr- 
sprttoglicaiea Systemeu durch weitere Itodif ikationen unterschei- 
den, solange diese die erfindungsgemSfie Verwendung nicht we- 
sentlich beeintrachtigen. 

In einer bevorzugten Ausffflurungsfonn des erfinAagsgemaSen 
Verfahrens liegt die Rekombinase in Form eines Ligandenbin- 
dungsdomane-Rekombinase-Fusionsproteins (Rec-LBD) vor in 
Schritt (I) des Verfahrens ist der spezif isch an Rec-iaD bin- 
dende Ligand abwesend, er wird aber in Schritt (li) zugegeben 
wodurch Rec-LBD aktiviert wird. Insof em kanri der induzierbare 
Promoter von Rec-LBD auch durch einen nicht induzierbaren, 
a.B. konstitutiven, Promotor ersetzt sein, da die Aktivierung 
von Rec-LBD tSber den Liganden gesteuert wird. Somit xrofaSt der 
Ausdruck -induzierbarer Promotor- im Zusammenhang mit Rec-LBD 
auch einen nicht-induzierbaren, z.b. konstitutiven, Promotor. 

Das erfindungsgemase Verfahren zeichnet sich dadurch aus, da& 
es neben der gesteuerten Eliminierung einer gewQnschten DNA- 
Sequenz auch einen Selektionsschritt auf Wirtszellen umfafit, 
in denen die Eliminierung stattgefunden hat, bzw. zur AbtOtung 
der Wirtszellen ftthrt, in denen die Eliminierung nicht oder 
nicht vollstandig erfoigt ist. Hierzu weist die zu eliminie- 
rende DNA-Sequenz zwischen den 5'- und 3 ' -Rekombinations-DNA- 
Sequenzen auch eine unter der Kontrolle eines induzierbaren 
Promotors stehende, ftlr ein toxisches Protein oder Peptid 
kodierende DMA auf. Dieser Promotor kann nur induziert werden, 
wenn die Eliminierung nicht oder nicht vollstandig erfoigt 
ist, da er ansonsten gar nicht mehr vorliegt, sondem mit der 
gewtinschten DNA-Sequenz eliminiert worden ist. Hinsichtlich 
des Ausdrucks "induzierbarer Promotor- wird auf die vorstehen- 
den AusfOhrungen beztlglich der erfindungsgemafi verwendbaren 
induzierbaren Promotoren verwiesen. Femer betrifft der Aus- 
druck -toxisches Protein oder Peptid" z.B. ein membranstoren- 
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des RMtein oder Peptid, wie Ktelittln, M&galnin, Ceerppin, 
Attacin, Lysozyni. etc., ein Peptidantibiotikum, wie Vancony- 
cin, Valinoraycin, etc., oder elne RNAse, z.B. Barnase, in- 
besondere eine BM\se ohne DlWVse-Aktivitat . Perner zShlt zu 
eineia das Wachstum der Pflanze physiologisch hindemden Pro- 
tein Oder Peptid eine Cytosindeaminase, Diphterietoxin A, 
Herpes simplex Virus Thymidinkinase Typ I, ein rol-Protein aus 
Agrobacterium rhizogenes, ein Antikfirper gegen Abszisinsaure. 
Phosphonatmonoesterhydrolase, etc.. 

Die erfinduhgsgemaEe Abtdtung von Wirtszellen, in denen keine 
Oder eine nicht vollstaudige Eliminieriing der gewUnschten DNA- 
Sequenz stattgefunden hat, fCBurt u.U. zur Freisetziing des 
toxischea Proteins oder Peptids. In diesem Palle ist es gOn- 
stig, wenn das erfindungsgemaSe Verfahrea einen weiteren 
Schritt (IV) umfafit, in dem eine Verbindung zugeg^aen wird, 
die das toxische Protein oder P^tid bindet und/oder inakti- 
viert. Eine solche Verbindving ist z.B. eiii Aatikfirper, ein 
Protein bzw. Peptid, eine Einzelstrang-DNA, ein Aptamer, ein 
Lipid, ein natCrlicher Rezeptor, ein Lektin, ein Kohlenhydrat 
Oder eine Protease. Erganzend wird auf die vorstehenden Aus- 
fflhrxingen hinsichtlich des toxischen Proteins oder Peptide 
verwiesen. 

Die vorliegende Erf indimg betrif f t auch einen Vektor, der (a) 
eine spSter zu eliminierende, 5' und 3' von Rekombinations- 
DNA-Sequenzen flankierte DNA-Sequenz, wobei rwischen den Re- 
kornbinations-DiJA-Sequenzen auch eine unter der Kontrolle eines 
induzierbaren Promotors stehende, ftlr ein toxisches Protein 
kodierende DNA vorliegt, und (b) eine diese Rekombinations- 
DNA-Sequenzen erkennende Rekombinase kodierende, unter der 
Kontrolle eines induzierbaren Promotors stehende DNA-Sequenz 
gemag der vorstehenden Beschreibxing enthait, wobei die indu- 
zierenden Promotoren von (a) und (b) nicht gleich sind oder 
gleiche Induktoren haben. In bevorzugter Aus ftihrungs form liegt 
die Rekombinase in Form eines Ligandenbindungsdomane-Rekombi- 
nase-Fusionsproteins (Rec-LBD) vor. Beziiglich geeigneter Vek- 
toren verweisen wir auf die vorstehenden Ausfiihrungen, 
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SchlieElich betrifft die vorllegende Brfindang aach eine 
Wirtszelle, die genfiS Schritt (I) des erfindungsgema&en Ver- 
fahrens trans fonaiert vmrde, oder den erfindungsgenaSen Vektor 
enthait. vorzugsweise handelt es sich bei der Wirtszelle via 
eine Wirtszelle, die auSerdem auch gemSfi Schritt (II) des 
erfindungsgemagen Verfahrens behandelt wurde. Vorzugsweise 
handelt es sich bei der Wirtszelle m transgene Pflanzenzellen 
bzw. eine transgene Pflanze, wobei der Ausdruck "transgene 
Pflanze" auch einzelne Pflanzenteile, Pflanzenorgane bzw. 
Pflanzenzellen umfafit. Dazu zSirlen z.B. auch Samai, Frflchte, 
Knollen, Wurzelstficke, samlinge und Stecklinge. 

Besonders bevorzugt sind die folgenden transgenen Pflanzen: 
Gramineen, Chenopodien, Leguminosen, Brassicaceen, Solanaceen, 
Alg«i, Moose und Pilze, insbesondere Weizen, Gerste, Reis, 
Mais, Zuckerrtibe, Zuckerrohr, Raps, Senf, Rlibsen; Flachs, 
&rbse, Bohne, Ltq;>ine, Tabak und Kartoffel. 

Die folgenden Beispiele eriautem die Erfindung. 

Beispiel 1: Abtdtung von Pflanzenzellen transgener Kartof- 
feln, in denen keine Bliminierung einer ge- 
vOnfiohten cmL-Seguenz stattgefunden hat, mit- 
tels Malittin 



In die Xbal-Schnittstelle des binaren Vektors pLHSOOO (L. 
Hausmann und TSpfer, Vortrage Pflanzenztichtung (1999) 45, 
155-172) wurde die tiber die beiden 5 • -phosphorylierten Oligo- 
nukleotide CTA 6AA TAA CTT CX3T ATA ATG TAT GCT ATA CGA AGT TAT 
T und CTA GAA TAA CTT CGT ATA GCA TAC ATT ATA CGA AGT TAT T 
hergestellte lox-Rekombinationssequenz kloixiert. Der Binbau 
und die Orientierung wurde durch Sequenzierung tlberpraft. Es 
entstand der Vektor pLH90001ox. Das Gen ftir Melittin wurde 
synthetisch unter Verwendiing der 5 ' -phosphorylierten Oligonu- 
kleotide TCG AGA TGG GAA TTG GAG CTG TTC TTA AG6 TTC TTA CTA 
CTG 6AC und TTC GAG CTC TTA TTT CTT GGA TCA AAA GAA AGA GAC 
AAC AAT AAG und GAT CCT TAT TGT TGT CTC TTT CTT TTG ATC und 
CAA GAA ATA AGA GCT GGA AGT CCA GTA GTA und AGA ACC TTA AGA 
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ACA GCT CCA ATT CXX ATC asseaibliert und lait den endsttodigen 
Oligonukleotiden als Primer mittels PCR ainplifiziert. Die 
Dia-Seguenz wurde unter Verwendung von Codon-Usage-Tabellen 
aus der Peptidsequenz zurticktibersetzt (GIQAVUWLT TGLPALISWI 
KRKRQQ? Haberaann und Jentsch (1967) Hoppe-Seyler's Z. Phy- 
siol. Chem. 348, 37-50) . Das Fragment wurde mit BaMHI und Xhol 
geschnitten und in den Vektor pRTlOO (Tapfer, R. et al. (1987) 
Nucleic Acids Research 15, 5890) kloniert. Es entstand der 
Velctor pRTlOOMel. Aus diesem Vektor wurde der CaW 35S Pro- 
motor durch Restriktionsverdau vaitr Hindi und Xhol entfemt. 
Stattdessen wurde der durch Kupfer induzierbare mre Promoter 
aus Neurospora crassa in Fusion mit einem Teil des CaMV 35S 
Promotors aus pMre-gus (Mett et al. (1993) Pr oc. Nat I.Acad. So i. 
USA 90, 4567-4571; Boetti et al. (1999) Biotechnology and 
Bioengineering 64, 1-13) als EcoRI-Smal-Fragment nach Auf fiill- 
reaktion mit Klenow-Polymerase dort eingesetzt . Es entstand 
ider Vektor lawiOOmreUel . Die Kassette wurde mittels Restrik- 
tionsverdau dwreh Hindlll isbliert und in die BaaHl-Schnitt- 
stelle von pLH90001ox nach AUf fttllreaktion mit Kle- 
now-Polymerase kloniert. Es entstand der Vektor pLH90001o3tMel . 
Pemer wurde in die EcoRl-Restriktionsschnittstelle dieses 
Vektors eine Kassette kloniert, die das Qen ftir die 
Cre-Rekonibinase (Odell et al., supra) unter der Kontrolle des 
anaerob induzierbaren GapC4 Promotors (Baiow et al. (1999) 
Molecular Plant -Microbe Interactions 12, 182-188) beinhaltet. 
Dazu wurde aus dem Vektor pRTlOO (T6pfer et al., supra) der 
CaKV 35S Promoter durch Restriktionsverdau mit Hindi und xhol 
entfemt. Stattdessen wurde der GapC4 Promoter aus pOK440 
(Kdhler et al. (1996) Plant Journal 10, 175-183) als 
Mfel-Xhol-Fragment nach Auf fttllreaktion mit Klenow-Polymerase 
eingesetzt. Es enstand der Vektor pRTlOOGap. Das Gen ftir die 
Cre-Rekombinase wurde aus der DNA des Bakteriophagen PI durch 
PCR mit den Primern TTT TCA AGC TTG GAT GGT ACC ATG GCC AAT 
TTA CTG ACC G und TTC AGC TCT AGA GCA ATC ATT TAG GCG TTA ATG 
6 (Gagneten et al. (1997) Nucleic Acids Research 25, 
3326-3331) aiaplif iziert . Das Fragment wurde mit den Restrik- 
tionsenzymen Hindlll und Xbal geschnitten iind in die Smal-Re- 
striktionsschnittstelle des Vektors pRTlOOGap nach Auffttll- 
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i:eaktiQn mit Klenow-Polymerase kloaiert. Bs entstand der vek- 
tor pRTlOOOapCre. Die Expressionskassette wurde nach Restrik- 
tionsverdau des Vektors mit Hindlll isoliert und in die Eco- 
Rl-Rfistriktionssdmittstelle des Vektors pLH90001oxMel nach 
Aufftillreaktion mit Klenow-Polymerase ligiert. Es entstand der 
Vektor pLH90001o3dMelGapCre. Die zweite lox-Rekombinations- 
sequenz wurde durch Klonierung der oben beschriebenen Oligonu- 
kleotide in die Hindlll-Schnittstelle dieses Vektors nach 
Auffttllreaktion mit Klenow-Polymerase kloniert. Durch Sequen- 
zierung wurde sichergestellt. ^ die beiden lox-Rekoiijbiaa- 
tionssequenzen in der gleichen Orientierung vorlagen. Es ent- 
stand der Vektor pLH90001oXMel6apCrelox. In die Sall-Restrik- 
tionsschnittstelle dieses Vektors wurde eine Ejqjressionskas- 
sette, die das Gen fflr einen Einzelketten- (scPv-)Antikorper 
unter der Kontrolle des CaMV 35S Promoters enthait, kloniert. 
Das zw transf erierende Fragment wurde tiber PGR aus einem bina- 
r6n Vdktor mit Konstrukt Itr. 9 (Artsaenko et al.. (1998) Mole- 
cular Breeding 4, 313-319) mit den Primem GTC OAC AAC ATG GTQ 
GAG CAC 6AC ACT CTC G und 6TC GAG TGC AQG TCA CTG GAT TTT GOT 
TTT AGG amplifizert, durch Restriktionsverdau mit Sail ge- 
schnitten und in den binSren Vektor pIiH90001oxMelGapCrelox 
kloniert. Es enstand der Vektor pLH9000lMGClscPv. Der Bxpres- 
sionsvektor pLH9000lMGClscPv wurde zur Transformation von 
E.coli SMIO verwendet. Transf ormanten wurden mit Agrobacterium 
tumefaciens GV 3101 gemischt tmd tiber Nacht bei 28''c inkubiert. 
(vgl. C.Koncz und J.Schell, Mol. Gen. Genet. (1986) 204, 
383-396 ; -C. Koncz.. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1987) 84, 
131-135). Es wurde auf Streptomycin selektioniert, wobei das 
hierfQr notwendige aadA-Gen in den vorstehenden Expressions- 
vektoren vorlag. Selektionsklone von Agrobacteri\jm tumefaciens 
wurden auf abgeschnittenen und mehrfach an der Mittelrippe 
eingeritzten Biattern der Kartof felpflanze cv. Desir^e aufge- 
bracht und die Blatter wurden 2 Tage bei 20°C im Dunketa. inku- 
biert. Danach wurden die Agrobakterien abgewaschen und den 
Kartof felbiat tern Pflanzenwuchststoffe zugesetzt, so daS be- 
vorzugt Sprosse regenerierten. Femer wurden durch die Zugabe 
von Kanaraycin in das Pflanzenmeditnn nicht-transformierte Zel- 
len in den Kartof felbiattem abgetotet. Heranwachsende Sprosse 
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warden abgeechaitten und auf das Medium ohne Pflanzenwachs- 
tumsstoffe, aber nit Kanamycin, bewurzelt. Die weitere Kulti- 
vierung der Kartoffelpflanzen erfolgte in tiblicher Weise. Alle 
regenerierten Liulen wurden mittels Southern Hybridisierung 
auf die Kopienzahl der integrierten Fremd-DNA hin untersucht. 
Dazu wurde mit dem Pachmam bekannten Methoden genomische dha 
aus Biattem der einzelnen Linien isoliert, ndt dem Restrik- 
tionsenzym Notl verdaut und auf einem Agarosegel aufgetrennt. 
Die Pragmente wurden auf eine positiv geladene Nylon-Membran 
transferiert und mit markierter IH» des-Gens fttr den Binzel- 
fcettenantikSrper ala Sonde hybridisiert. Die Verfahreai dazu 
sind dem Fachmann bekannt. Fttr die weiteren Anaiysen wurden 
nur solche Linien ausgewahlt, die nach der anschlieEenden 
Oetektion nur eine Bands aufwiesen und somit lediglich eine 
T-DNA-Kopie enthielten. Der Nachweia der Expression des 
scPv-Antlk6rpers wurde Hber den enthaltenen c-myc Tag mittels 
des monoklonalen Antik5rpers 9E10-IgG (Cambridge Research 
caiemicals, N6r«xwicai, Qiehire, DK) oder Protein L (Clontech, 
Palo Alto, CA., USA) im Western Blot bzw. BLISA erbracht. Zur 
EJcpression der Rekomblnase wurden abgeschnittene Blatter von 
transgenen Kartof felpflanzen aus Sterilkultxir 40 Stunden anae- 
rob in dem Anaerocult- System (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
wie bei Btllow et al., siq)ra, beschrieben xinter sterilen Bedin- 
gungen inkubiert. Danach wurden die Blatter auf Medium gelegt, 
dem Pflanzenwuchsstoffe zur Regeneration von Sprossen und 
ld0ftM,CuSO4 zugesetzt war, um die Expression des Melittins in 
den Pflanzenzellen zu aktivieren, in denen keine Rekoiobination 
stattgefunden hatte. Das Medium wurde' alle 7 Tage emeuert, 
heranwachsende Sprosse wurden abgeschnitten und in kupferhal- 
tiges Medium ohne Pflanzenwuchsstoffe iiberfahrt. Die Bewur- 
zelung und weitere Kultivierung der Pflanzen erfolgte in der 
tiblichen Weise. Nach zwei Wochen erfolgte der Transfer auf 
kupferfreies Medium. Die Oberprtlfung der Markergeneliminierung 
erfolgte mittels PGR. Dazu wurde genomische DMA aus Biattem 
der einzelnen Linien isoliert. Mit den bdrderspezifischen 
Primem GGC AGG ATA TAT TCA ATT GTA AAT und GTA AAC CTA AQA 
GAA AAG AGC GTT TA wurde die gesamte T-DNA amplif iziert. Im 
Agarosegel wurde die Grofie der Araplifikate mit Kontrollen aus 



wo 02/12474 

PCT/DEOl/02511 

19 

aea AusgangsUnien vergllchen, und es wrden die Barkergen- 
freien Linlen etmittelt. 

Bs zeigte sich, dafi mit dem erfindungsgemafien Verfahren mar- 
kergenfreie Pf lanzen erhaltea warden. 

Zur weiteren Oberprttfung der Wirksamkeit der Markergen-Eli- 
Ktinierung wurden Blatter dieser Pflanzen protoplastiert und 
emeut Sprosse unter Standardbedingungen regeneriert. Die 
Verfahren dazu sind dem Fachpann bekannt, flie PCR^tfeerprtifung 
von 100 regenerierten Sprossen mittels der vorstehend be- 
schriebenea PCR-Primer ergab, da£ keirx Kanamycin-Resistenzgen 
und kein Melittin-Qen mehr nachgewiesen werden konnte. 

Beisplel 21 Abtdtung von Pflanzenzellen transgeaer Oera- 
nien, la denen keiss Bldaialeruiig einer ge- 
utoschtea SKA-Seqaeas stattgefiunden hat, ait^- 
tels Barnase 

Durch Restriktionsverdau mit Xbal und Spel wurde die Kananry- 
cinresistenz-venoittelnde Expressionskassette des binaren 
Vektors PM9000 (L. Hausmann und R. TOpfer. VortrSge Pflanzen- 
2tlchtung (1999) 45. 155-172) entfemt, und an ihre Stelle 
wurde eine Hygronrycin-Resistenz vemdttelnde Expressionskas- 
sette eingesetzt, die durch Amplifikation mittels PCR mit den 
Primem TCT AQA GAT CAT gag CGG AQA ATT AA und ACT AGT AAT TCC 
CAT CTT GAA AQA AA aus dem binSren Vektor BinHygTOp (GenBank 
01:886843) und anschliefiendem Restriktionsverdau mit Xbal und 
Spel erzeugt worden war. Daraus resultierte der Vektor 
pLH9000Hyg. In die Xbal-Restriktionsschnittstelle des Vektors 
pLH9000Hyg wurde die fiber die beiden 5^ -phosphorylierten Oli- 
gonukleotide CTA GAG AAG TTC CTA TAG TTT CTA GAG AAT AGG AAC 
TTC und CTA GAG AAG TTC CTA TTC TCT AGA AAG TAT AGG AAC TTC 
hergestellte PRT-Rekonibinationssequenz kloniert. Der Einbau 
und die Orientierung wurde durch Sequenzierung Oberprtift. Es 
entstand der Vektor pLH9000FRTHyg. Aus dem Vektor pRTlOO (Top- 
fer et al., supra) wurden der CaMV 35S Promoter und der CaMV 
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35S Tenninator durch Restrifctionsverdau mit Hindlll entfemt 
An deren Stelle wurde ein durch Tetracyclin induzierbarer 
Promotor bestehend aus einem Teil des CaMV 35S Promotors in 
Kombination mit 3 tet-Qperatoren tind mit einem Polyadenysie- 
rungssignal eingesetzt, der aus dem Vektor BinHygTOp durch pgr 
lait dea Primem AA6 CTT AAT TCC CAT G6A GTC AAA QA und AAG CTT 
TGO ACA ATC AGT AAA TTG AA airffjlifiziert und ahschliefiend mit 
dem Restriktioasenzym Hindlll geechnitten worden war. Der 
resultierehde Viktor pRTlOOtet wurda durch Restrifctionsverdau 
mat Bamm und Sail aufgeschnitten, und ^dhliefiend wurde das 
Gen far Bamase, welches mittels PCR mit den Primem G6A TCC 
ATG GCA GAG GTT ATC AAC ACG TT und GTC GAC CTA GTG AAA TTG ACC 
GAT CA aus UNA von Bacillus anvloliquefaciens (Hartley (1988) 
J. Mol, Biol. 202, 913-915) xmd anschlie£endem Restrifctions- 
verdau mit BamHl und Sail hergestellt worden war, in pRTlOOtet 
ligiert. Aus dem entstandenen Vektor pRTlOOtetBar wurde die 
Kassette durch Restrifctionsverdau mit Hindlll isoliert und in 
die Banffli-ReBtriktionsschnittatelle von pLH9000FRTl^g nach 
Auffaiireaktion mit Klenow-Polymerase kloniert. Bs enstand der 
Vektor pLH9000PRTHygBar. Das (fen fttr den tet-Repressor wurde 
aus dem Vektor BinHygTQp mittels PCR mit den Primem CTC GAG 
ATG ACA AAG TTG CAG CC6 AA und GGA TCC TCA ATC GTC ACC CTT TCT 
CO amplifiziert und anschlieSend mit den Restriktionsenzymen 
Xhol und BamHl geschnitten. Dieses Fragment wurde in den durch 
Restrifctionsverdau mit Xhol und BamHl aufgeschnittenen Vektor 
PRTIOO kloniert, wodurch der Vefctor pRTlOOOp entstand. Aus dem 
-Vektor PRTlOOOp wurde die Ej?)ressionsfcassette durch Restrifc- 
tionsverdau mit Hindlll isoliert und in die Hindlll-Re- 
striktionsschnittstelle des Vektors pLH9000PRTHygBar einge- 
setzt. In die Sall-Restriktionsscimittstelle des resultieren- 
den Vektors pLH9000FRTHygBarOp wurde die zweite PRT-Re- 
kombinationssequenz durch Klonierung der oben beschriebenen 
Oligonukleotide nach Auffaiireaktion mit Klenow-Polymerase 
kloniert. Durch Sequenzierung wurde sichergestellt, dafi die 
beiden FRT-Rekombinationssequenzen in der gleichen Orientie- 
rung vorlagen. Es entstand der Vektor pLH9000FRTHygBarOpFRT. 
In die Apal-Restriktionsschnittstelle dieses Vektors wurde 
eine Expressionskassette, die das Gen far T4-LysozYm unter 
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der Kontrolle des CaMV 35S Proootora enthait. kloniert. Das zu 
transferierende Fragment vmrde aus dem binfiren Vektor pSR8-40 
(Porsch et al. (1998) Plant Molecular Biology 37, 581-585) 
durch Restriktionsverdau lait Hindiii isoliert und in den Vek 
tor pLH9000niTHygBarQpPRT kloniert. Es enstand der binSre 
vektor pLH9000PHBOPlys. Der Expressionsvektor pLH9000FHBOF1ys 
vmrde zwc Transfomation von B.coli SMIO verwendet. Trans- 
fonnanten warden mit Agrobacterium tumefaciens <SV 3101 ge- 
mischt und fiber Nacbt bei as'C Inkubiert. (vgl/ Koncz und 
Schell, supra, Koncz et al., supra)-. Es wurde auf-str^toBQpsin 
selektioniert, wobei das hierfte notv^dige aadA-Gen in den 
vorstehenden a^ressionsvektoren vorlag. Selektionsklone von 
Agrobacterium tumefaciens warden auf abgeschnitteneai undmehr- 
fach an der Mittelrippe eingeritzten Slattern der Gerauien- 
pflanze cv. Astra aufgebracht und die Blatter warden 2 Tage 
bei 20«C im Dunkeln inkubiert. Danach warden die Agrobakterien 
abgewaschen und den Geranienbiattem Pflanzenwuchststoffe 
zugesetat, so da& bevorzugt Sprosse regenerierten. Femer 
wtorden durch die Zugabe voa HygronQrcin in das Pf lanzenmedium 
nicht-transformierte Zellen in den Geranienbiattem abgetStet. 
Heranwachsende Sprosse wurden abgeschnitten und auf das Medium 
6hne Pflanzenwachstumsstoffe, aber mit Hygromycin. bewurzelt. 
Die weitere Kultivierung der Geranienpflanzen erfolgte in 
tiblicher Weise. Alle regenerierten Linien wurden mittels Sout- 
hern Hybridisierung auf die Kopienzahl der integrierten 
Fremd-DNA hin untersucht. Dazu wurde mit dem Fachmann bekann- 
ten Methoden genomische DNA aus Biattem der einzelnen Linien 
isoliert, mit dem Res trikt ions enzym NotI verdaut und auf einem 
Agarosegel aufgetrennt. Die Pragmente wurden auf eine positiv 
geladene l^/lon-Membran transf eriert und mit markierter DNA des 
Gens far T4-Lysozym als Sonde hybridislert . Die Verfahren dazu 
sind dem Fachmann bekannt. Ftir die weiteren Analysen wurden 
nur seiche Linien ausgewShlt, die nach der anschlieSenden 
Detektion nur eine Bande aufwiesen und somit lediglich eine 
T-DNA-Kopie enthielten. Der Nachweis der Ej^ression von 
T4-Lyso2ym wurde mittels eines polyklonalen AntikSrpers im 
Western Blot erbracht (vgl. DUring et al. (1993) Plant Journal 
3, 587-598). Zur Markergen-Eliminierung wurden Protoplasten 
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aus abgeachnittenen Biattem von transgenen Geranieiipf lanzen 
aus Sterllkultur hergestellt. piese wurden mit Hilfe von PEG 
mit einem Vektor transf ormiert, welcher das Gen fttr 
flp-Rekombinase \mter der Kontrolle des CaMV 35S Promoters 
beinhaltet. Zur Herstellung dieses Vektors war das Gen der 
flp-Rekonibinase aus DNA des Plasmids der He£e Saccharon^ces 
cerevisiae Stanm A364AD5 (Hartley und Doneison (1980) Natwe 
286, 860-864) durch PGR mit den Primem CTC GAS ATO CCA CAA 
TTT G6T ATA TT und CTC GAG TTA TAT GCG TGP ATT TAT GT ans>lif i- 
aiert, das Fragment durch Restriktionsverdatt ait- Xhol ge- 
schnitten und in die Xhol-Restriktionsschnittstelle des Vek- 
tors pRTlOO (Topfer et al., supra) kloniert worden. Das resul- 
tierende Plasmid pRTlOOflp wurde zur transienten E3<pression 
des flp-Gens in Protoplasten eingesetzt . Die Verfahren zur 
Protoplastenisolierung und Transformation sind dem Fachmann 
bekannt. Danach vmrden die Protoplasten in Medium eingebettet, 
dam PflanzenwuchsBtoffe zur Regeneration von Sprossen und 20 
lOA Tetracyclin zugesetat war, tm die Bxpreesibn des Bama- 
se-Geas in den Pflanzenzellen zu aktivieren, in denen keine 
Rekombination stattgefunden hatte. Das vung^ende Medium wurde 
alle 7 Tage emeuert, herahwachsende Sprosse wurden abge- 
schnitten und in Tetracyclin-haltiges Medium ohne Pflanzen- 
wuchsstoffe tlberftihrt. Die Bewurzelung und weitere Kultivie- 
rung der Pf lanzen erfolgte in der iiblichen Weise. Nacb zwei 
Wochen erfolgte der Transfer auf Tetracyclin-freies Medium. 
Die Oberpriifung der Markergeneliminierung erfolgte mittels 
■PCR. Dazu wvirde genomische DNA aus Biattem der einzelnen 
Linien isoliert. Mit den borderspezifischen Primem GGC AGO 
ATA TAT TCA ATT GTA AAT und GTA A^C OTA AGA GAA AAG AGO 6TT TA 
wurde die gesamte T-DNA air«>lifiziert. Im Agarosegel wurde die 
GrttEe der AB[5)lifikate mit Kontrollen aus den Ausgangslinien 
verglichen, und es wurden die markergenfreien Linien ermit- 
telt. 



Es zeigte sich, dafi mit dem erfindungsgemaSen Verfahren mar- 
kergenfreie Pflanzen erhalten wurden. 
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Zur weiteren Oberprtifung der Wirksamkeit der Markergen-Elimi- 
nierung wurden Blatter dieser Pflanzen protoplastiert und 
e«ieut sprofise unter Standardbedingungen regeneriert Die 
PCR-(JberprUfimg von 100 regenerierten Sprossen mlttels der 
vorstehend beschrlebenen PCR-Primer ergab, daE kein Hygromy- 
cinresistenz-, Bamase oder tet-Represaor-Gen mehr nachgewie- 
sen werden konnte . 
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Patantaxuiptflolie 



1. Verfahren zur Selektion auf Wirtszellen, in denen eine 
gesteuerte Bliadnierung einer gewOnschten lajR-Sequenz 
erfolgt. land zur Abtetung von Wirtszellen, in denen dies 
nicht erfolgt, <lber die Expression eines toxischen Pro- 
teins Oder Peptids, wobei das Verfahren datoch gekeim- 
^eichnet ist, dag in Schritt (i) 

(a) ., die Wirtszellen mit der spater zu eliniinierenden, 

5" und 3' von Rekortibiantions-DIJA-Sequenzen f lankier- 
ten DNA-Secjaenz, wobei zwiachen den Rekonibinations- 
DNA-Seguenzen auch eine unter der Kontrolle eines 
induzierbaren Promotors stehende, ftir das toxische 
Protein oder Peptid kodierende DNA vorliegt, mter 
Bedingungen trans fomiert werden. unter denen der 
induzierbare Promotor reprimiert wird, vmd 

(b) die Wirtszellen mifc einer diese Rekoinbinations-DNA- 
Sequenzen erkennenden Rekombinase kodierenden, unter 
der Kontrolle eines induzierbaren Promoters stehen- 
den DNA-Seduenz unter Bedingungen transformiert wer- 
den, unter denen der induzierbare Promotor repri- 
miert wird, wobei die induzierbaren Promotoren von 
(a) und (b) nicht gleich sind oder gleiche Indukto- 
ren haben; 

in Schritt 11 

die Eliminierung der gewtinschten DNA-Sequenz tlber die 
Expression der Rekombinase durch Aktivierung des indu- 
zierbaren Promotors von (b) erfolgt; und 

in Schritt (III) 

die Abtotung der Wirtszellen. in denen Schritt (II) nicht 
Oder nicht vollstandig erfolgt ist, tiber die Expression 
des toxischen Proteins oder Peptids durch Aktivierung des 
induzierbaren Promotors von (a) erfolgt. 
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3. 



4. 



5. 



verfahren nach Anspruch 1, wobei die Rekoidbinase ein 

LigandenbindungsdomSne-Rekonibinase-Pusionsprotein (Rec- 
LBD) 1st und in Schritt I der spezifisch an Rec-LBD bin- 
dende Ligand abwesend ist und in Schritt ii die Akti- 
vierung von Rec-LBD durch Zugabe des Liganden erfolgt. 

Verfahren nach Anapruch 2, wobei Rec-LBD unter der Kon- 
trolle eines nicht-induzierbaren Promotors st^t. 

Verfahren nach einem der Ansprttche 1 bis 3, wobei die zu 
eliminierende DKA-Sequenz zwischen einem Promotor und 
einem Gen liegt und die Transkription und/oder Trans- 
lation des Gens verhindert. 

Verfahren nach einem der Ansprttche 1 bis 3. wobei die zu 

eliminierende DNA-Sequenz ein selektierbares Markergen 
ist. 



6. Verfahren nach Anspruch 5, wobei das selektierbare Mar- 
kergen ftir ein ein Antibiotikum inaktivierendes Protein 
kodiert . 

7. Verfahren nach Anspruch 5, wobei das selektierbare Mar- 
kergen ftir ein "Green-Fluorescent Protein- kodiert. 

8. verfahren nach einem der Ansprttche 1 bis 7, wobei das 
toxische Protein oder Peptid eine RNAse ist. 

9. Verfahren nach einem der Ansprttche 1 bis 7, wobei das 
toxische Protein oder Peptid ein menbranstSrendes Protein 
Oder Peptid ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei das membransterende 
Protein oder Peptid Melittin. Magainin, Cecropin, Attacin 
Oder Lysozym ist. 

11. Verfahren nach einem der AnsprGche 1 bis 7, wobei das 
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toxiscdie Protein oder Peptld ein das Wachstum der Wirts- 
zellen physiologisch hindemdes Protein oder P^tid ist. 



12, 



verfahren nach einem der AnsprUche l bis 11, wobei die 
induzierbaren Promotoren von (a) und (b) jeweils ein 
anaerob, durch eine caiemikalie oder physikalisch indu- 
zierbarer Promotor sind. 

13. Verfahren nach Anspnich 12. wobei der anaer<>b induEier- 
bare Promotor der GapC4 Pronotor ist. 



14 



15, 



Verfahren nach einem der Ansprtlche 1 bis 13, wobei die 
fthr die Rekombinase kodierende DNA-Sequenz nicht stabil 
m das Wirtszell-Genom integriert ist, sondem erst z^m 
gewOnschten Zeitpunkt durch ein sich systemisch verbrei- 
tendes Virus eingeschleust wird. 

verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 14. wobei die 
Rekombinase N-terminal mit einem Transitpeptid ftir pla- 
stidaren oder mitochondrialen Transport fusioniert ist 
und die zwischen den Rekombinations-MiA-Sequenzen liegen- 
de, 2u eliminierende DNA-Sequenz in das Plastiden- oder 
Mitochondrien-Genom integriert ist. 

Verfahren nach einem der Ansprache 1 bis 15, bei dem ein 
Schritt (IV) angeffigt wird, in dem eine das freigesetzte 
toxische Protein oder Peptid bludende und/oder inakti- 
vierende Verbindung zugegeben wird. 

17. Vektor. enthaltend 

(a) eine spSter zu elimierende, 5- und 3- von Rekombina- 
tions-DNA-Sequenzen flankierte DNA-Sequenz, wobei 
zwischen den Rekombinations-nUA-Sequenzen auch eine 
unter der Kontrolle eines induzierbaren Promotors 
stehende, fflr ein toxisches Protein kodierende UNA 
vorliegt, und 

(b) eine diese Rekombinations-DNA-Sequenzen erkennende 
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20. 
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Rekonibinase kodierende, unter der Kontrolle eines 
induzierbaren Promotors stehende im-Sequenz gemSg 
der Definition nach einem der Ansprtiche 1 bis 15, 
wobei die induzierbaren Promotoren von (a) und (b) 
nicht gleich sind oder gleiche Induktoren haben. 

vektor nach Anspruch 17, wobei die Rekoinbinase ein Ligan- 

denbindim&sdomane-Rekonbinase-Pusionsprotein (Rec-LBD) 
ist. 

Vektor nach Anspruch 18, wobei Rec-LBD unter der Kon- 
trolle eines nicht-induzierbaren Promotors a teht. 

Wirtszellen, die gemaE Schritt (l) des Verfahrens nach 
einem der Ansprtiche 1 bis 17 transformiert wurden oder 
den Vektor nach Anspruch 18 oder 19 enthalt^. 

Wirtszellen nach Anspruch 20, die auEerdem ganSfi Schritt 
(II) des Verfahrens nach einem der Ansprtiche 1 bis 17 
behandelt vnorden.. 

22.. Wirtszellen nach Anspruch 20 oder 21, die eine transgene 
Pflanze sind. 

23. Transgene Pflanze nach Anspruch 22, wobei die transgene 
Pflanze eine Graminee, eine CSienopodie, eine Leguminose, 
eine Brassicacee, eine Solanacee, eine Alge, ein Moos 
Oder ein Pilz ist. .... 

24. Transgene Pflanze nach Anspruch 22, wobei die Pflanze 
Weizen, Gerste, Mais, Reis, Zuckerrttbe, Zuckerrohr, Raps, 
Senf, Riibsen, Flachs, Erbse, Bohne, Lupine, Tabak oder 
Kartoffel ist. 



